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I 
摘要 
细胞程序性死亡是细胞的一种基本生物学现象，由基因控制，自主而有序地
发生。多细胞生物通过细胞程序性死亡的途径去除不需要的或异常的细胞。细胞
程序性死亡有多种不同方式，细胞程序性坏死是其中之一。细胞程序性坏死由肿
瘤坏死因子受体家族以及 Toll-like 受体家族启动， RIP1 与 RIP3 是已知的通过
相互作用传递死亡信号的蛋白激酶，RIP3 是具有决定性作用的使细胞程序性坏
死与其他有 RIP1 参与的信号通路相区分的转折关键性蛋白，而假激酶 MLKL 是
RIP3 的特异性底物蛋白。MLKL 被 RIP3 磷酸化之后，由单体游离状态转变为低
聚体状态，低聚化的 MLKL 可以结合磷酸肌醇和心肌磷脂，从而由细胞质转移
到细胞质膜以及细胞器膜上，在膜结构中形成通透性孔道，破坏膜的完整性，导
致细胞死亡。在细胞水平的实验中，对可发生细胞程序性坏死的细胞过表达
MLKL 的上游激酶 RIP3，RIP3 的过表达导致自激活而具备了磷酸化 MLKL 的
活性，MLKL 即被激活，此时细胞不依赖于受体的启动而直接发生细胞程序性坏
死。MLKL 作为直接破坏细胞膜系统的死亡执行者，我们猜测它可能不仅仅参与
了细胞程序性坏死，还可能同时是其他死亡信号通路的执行者。若如猜想，在内
源表达 MLKL 的细胞中过表达某一未知细胞程序性死亡信号通路的关键蛋白激
活了该信号通路，MLKL 位于下游被激活而执行了类似的细胞致死功能，就会观
察到细胞死亡的现象，并且，当该细胞的内源 MLKL 不表达时，由于该信号通
路缺少了下游的死亡执行者，则观察不到细胞死亡。因此，我们设计了实验在具
有内源表达 MLKL 而不表达 MLKL 的上游磷酸化激酶 RIP3 的 Hela 细胞上对全
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II 
部已知的人类的蛋白激酶进行筛选，企图找到参与依赖于 MLKL 的细胞程序性
死亡的上游激酶。 
 
关键词：细胞程序性死亡；MLKL；蛋白激酶
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Abstract 
Programmed cell death is the death of a cell in any form, mediated by intracellular 
program. It is the deliberate suicide of an unwanted cell in a multicellular organism. 
Programmed cell death occurs in different forms depended on irritants and cell types. 
One of the well-studied programmed cell death is programmed necrosis. Programmed 
necrosis is initiated by TNF (tumor necrosis factor) receptor family or Toll-like receptor 
family，conducted by two interacting protein kinases RIP1 and RIP3, and finally 
executed by an pseudokinase MLKL. The essential role of MLKL in programmed 
necrosis is induced by RIP3-mediated phosphorylation. The phosphorylated MLKL 
forms an oligomer that binds to phosphatidylinositol lipids and cardiolipin. This 
property allows MLKL to move from the cytosol to the plasma and intracellular 
membranes to directly disrupts membrane integrity, which results in necrotic death. In 
cell-based experiment, the phosphorylation of MLKL is induced by the overexpression 
of its upstream kinase RIP3, independent of the initial TNFR or TLR family. We 
propose a hypothesis that MLKL is a death executor of more than programmed necrosis 
and there could be other programmed cell death which executes death by MLKL. In 
this hypothesis, when a key protein of the hypothetic cell death signaling pathway is 
overexpressed in cells, the cells expressing endogenous MLKL will proceed cell death, 
while the cells without MLKL will not. Thus we design a screening in the human 
kinome library via Hela cells which intrinsically express MLKL but normally do not 
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express kinase RIP3, to test this hypothesis, expecting to find an unreported upstream 
protein kinase involved in MLKL-dependent programmed cell death. 
 
Keywords: Programmed Cell Death; MLKL; Protein Kinases
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1 
第一章 前言 
 
1.1   细胞程序性死亡 
1.1.1 细胞程序性死亡的概述 
细胞程序性死亡是细胞受到内在调控的细胞死亡方式的统称。在多细胞生物
的生长发育以及对环境和疾病作出应激反应过程中，生物体通过自身的调控引发
不同方式的细胞程序性死亡，以满足生长发育的需求、应对环境的变化以及展开
对疾病的对抗。细胞程序性坏死有多种不同形式，例如细胞凋亡、细胞程序性坏
死、细胞自噬死亡等。细胞凋亡是最早被发现和研究的细胞程序性死亡，它的生
化过程和分子机制都得到较具体而深入的阐述。继而程序性细胞坏死被发现并被
提出和不断深入探究 [1] 。近年来另一种被称为细胞焦亡的新的细胞程序性死亡
形式，正浮出水面待进一步揭示更多的科学问题 [2, 3] 。另一种被称为细胞自噬
死亡的细胞程序性死亡也在研究中被多次提出过，但仍存在争议 [4, 5] 。 
细胞凋亡的发生贯穿于多细胞生物的生长发育和成熟的全过程，参与了细胞
数目和组织大小控制、组织更新、免疫系统对具有潜在危险的或者丧失正常功能
的细胞进行清除、中枢神经系统的塑造、对生殖细胞的选择等诸多方面，是最早
被研究的细胞程序性死亡方式。生物体以细胞凋亡的方式清除不需要的细胞，避
免了清除过程中引起机体的强烈免疫应答，维持了生物体的稳态。细胞凋亡的研
究经历了早期的形态学及生物化学研究阶段，形成凋亡小体被邻近吞噬细胞所吞
噬、染色质 DNA 以 200 bp 的规律整数断片被降解、细胞内钙离子浓度升高等特
征被明确描述出来；之后经过分子生物学研究阶段，与细胞凋亡的相关基因及调
控、信号转导、参与的分子的相互作用也逐渐被揭示出来，由 TNF（肿瘤坏死因
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2 
子）受体家族的受体与配体的结合引发的外始式凋亡和由 DNA 损伤激发的肿瘤
抑制基因引发的内始式凋亡通过不同的起始 caspase 蛋白酶的激活，最终将凋亡
信号汇聚到下游一系列被活化的效应 caspase 发生 caspase 级联反应致使细胞死
亡发生 [6] 。目前对细胞凋亡的研究已发展到临床应用基础研究阶段，细胞凋亡
与癌症发生、自身免疫性疾病、艾滋病毒感染以及神经退化性疾病的联系得到越
来越清晰的阐释 [7, 8, 9] 。 
细胞程序性坏死的引发部分类似于细胞凋亡，始于死亡受体与配体的结合，
但细胞程序性坏死的细胞信号传导通路中特有的蛋白激酶 RIP3 具有关键性的转
折作用，RIP1 与 RIP3 的相互作用以及 RIP3 的自磷酸化激活使细胞程序性坏死
进入迥异于细胞凋亡的死亡通路，并表现出与细胞凋亡完全不同的死亡表型 [10, 
11] 。细胞程序性坏死不依赖于 caspase 蛋白酶的级联反应，也不似细胞凋亡在细
胞死亡的过程和结果均保持膜系统的完整，而是出现类似于外损伤造成的非程序
性坏死所表现出的细胞炸裂表型。细胞膜系统的破坏正是细胞程序性坏死的重要
死亡执行手段，这依赖于细胞程序性坏死信号通路中的一个下游假激酶分子
MLKL 的破膜功能，MLKL 被细胞程序性坏死的上游关键分子 RIP3 磷酸化激活
之后形成具有亲脂性的低聚体，MLKL 低聚体通过与细胞膜系统的膜结构分子
结合的方式破坏了细胞质膜和细胞器膜结构的完整性，细胞因膜系统遭到破坏而
发生死亡 [12, 13] 。细胞程序性坏死出现在机体的缺血性损伤、神经衰退以及病毒
感染等引起的疾病中，成为临床上治疗这些疾病的研究对象之一 [1] 。 
细胞焦亡也被称为依赖于 caspase 1 的细胞程序性死亡，它与细胞凋亡一样
也需要 caspase 蛋白酶的参与，因此引发条件与细胞凋亡相似，但 caspase 1 的参
与使细胞焦亡的死亡机制相异于细胞凋亡。细胞凋亡不会引起机体的免疫应答反
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3 
应，而细胞焦亡则以引起机体的免疫应答为目的，不仅释放促炎症细胞因子 IL-
1β和 IL-18，还以迅速膜破裂的死亡方式释放促炎症的细胞内容物。对于被病原
体寄生的宿主来说，细胞焦亡在宿主机体清除寄生病原体过程中具有重要的作用，
被病原体寄生的细胞通过细胞焦亡的方式把病原体暴露出来，并促使机体产生免
疫应答反应将病原体清除 [14, 15] 。 
细胞自噬死亡与在不利条件下为了维持细胞存活的细胞自噬不同，它被认为
是细胞程序性死亡的一种方式。细胞自噬死亡具有与细胞自噬相似的表型以及参
与的蛋白，发生的过程伴随有自噬小体和自噬溶酶体的出现。对于细胞自噬死亡
的研究正处于初始阶段，它的存在仍有争议，也有人认为它是细胞凋亡过程的一
部分，但大部分实验证据表明这是一种有别于细胞凋亡的死亡方式，目前有更多
的科研工作者正在对其进行进一步的探究 [4, 5] 。 
 
1.1.2 细胞程序性坏死的下游蛋白 MLKL 
在对细胞程序性坏死的早期研究中，RIP3 被发现是细胞信号传导中对细胞
程序性坏死的发生具有决定性作用的关键蛋白，它被磷酸化激活之后，与同时参
与细胞凋亡信号通路的 RIP1 通过 RHIM（RIP 同源相互作用域）结构区相互作
用，在细胞内聚集形成细胞坏死小体颗粒，使细胞进入不可逆的程序性坏死阶段 
[10] 。但 RIP1-RIP3 细胞坏死小体形成之后的下游事件仍未知，ROS 一度被有争
议地认为是导致细胞程序性坏死的直接死亡原因 [11] 。到了 2012 年，由一个可
抑制细胞程序性坏死的分子化合物 NSA 的发现以及 RIP3 的免疫共沉淀质谱分
析，MLKL 被发现是 RIP3 在细胞程序性坏死中的磷酸化底物，由此开辟了细胞
程序性坏死的下游事件新的探究方向。化合物 NSA 的发现来源于在人结直肠癌
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细胞 HT-29 以及 FADD 缺陷的人白血病 T 细胞 Jurkat 细胞上对大约 200000 个化
合物的机械筛选，NSA 在 RIP3 与 RIP1 形成细胞内聚集小颗粒处阻断了细胞程
序性坏死的发生。在诱导细胞发生细胞程序性坏死的同时使用 NSA 阻断细胞程
序性坏死的下游事件发生，通过 SDS-PAGE 电泳发现 RIP3 与另一个蛋白的相互
作用结合体在细胞内积聚，该蛋白经过质谱鉴定为 MLKL [12] 。 
MLKL 的 N 端是一个卷曲螺旋结构域，C 端是一个类激酶结构域。MLKL
的 C 端类激酶结构域与 JNK 和 p38 蛋白激酶激活信号通路中的促分裂原活化蛋
白激酶激酶 MAPKK 的相似 [16] ，但它的类激酶结构域缺少了可结合磷酸的甘
氨酸富集 P 环而无法结合磷酸，并且用于结合酶促反应中的镁离子的第 349 位
天冬氨酸残基被甘氨酸残基所替代而失去结合镁离子的能力，由此被鉴定为假激
酶。在细胞程序性坏死过程中，蛋白激酶 RIP 3 通过 MLKL 的类激酶 C 端与
MLKL 结合，并将 MLKL 的类激酶端的第 357 位苏氨酸残基和第 358 位丝氨酸
残基磷酸化激活 MLKL [12] 。MLKL 在细胞中自然以游离态和低聚体态两种状态
平衡存在，当细胞的程序性坏死信号传递到 RIP3 使其与 RIP1 结合并自磷酸化
被激活后，RIP3 将游离态的 MLKL 的类激酶端的第 357 位苏氨酸残基和第 358
位丝氨酸残基磷酸化，细胞质中游离态的 MLKL 被磷酸化后聚集成八聚体。低
聚体状态的 MLKL 通过亲脂性的卷曲螺旋结构域与细胞膜系统结构中的磷酸肌
醇和心肌磷脂结合，使 MLKL 从细胞质中转移到细胞质膜和细胞器膜上，在细
胞的膜系统上形成具有破坏性的通透孔道，细胞的膜系统遭到严重破坏直接导致
了细胞死亡，呈现出光学显微镜下看到的细胞程序性坏死的细胞炸裂表型 [17, 18] 。 
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1.2.1 蛋白激酶的概述 
蛋白激酶执行转移磷酸基团的功能，把三磷酸核苷（通常为 ATP）上的一个
磷酸基团转移到它的底物蛋白带有游离羟基的氨基酸残基上。大多数蛋白激酶为
丝氨酸苏氨酸酶，磷酸化的氨基酸残基位置是苏氨酸和丝氨酸，丝氨酸苏氨酸酶
普遍受到化学信号（如 cAMP/cGMP、甘油二酯、钙调蛋白等）或特殊事件（如
DNA 损伤）的调控，促分裂原活化蛋白 MAP 激酶组即是典型的丝氨酸苏氨酸
酶；另一部分为酪氨酸酶，磷酸化的氨基酸残基是酪氨酸，酪氨酸酶由跨膜受体
部分和细胞质中的酪氨酸激酶结构区部分组成，它跨于膜外的部分可以与分子配
体结合，因此通常为生长因子受体，在细胞分裂、细胞分化以及形态发生上具有
重要作用[19]，JAK-STAT 信号通路中的 JAK 蛋白是典型的酪氨酸激酶；少部分
蛋白激酶为双特异性激酶，既可以磷酸化丝氨酸和苏氨酸也可以磷酸化酪氨酸，
例如 MAP 激酶级联机制中的促分裂原活化蛋白激酶激酶 MAPKK；还有一部分
蛋白激酶为组氨酸酶，磷酸化的氨基酸残基位置是组氨酸，它们大多存在于原核
生物。蛋白激酶通过添加磷酸基团于它的底物蛋白，改变该蛋白的活性、定位或
与其他蛋白的相互作用，从而调控底物蛋白的功能。细胞内的大部分信号通路都
由蛋白激酶组成，尤其在信号转导中蛋白激酶占了主导地位。蛋白激酶的作用涵
盖了细胞生理活动的巨细，在细胞内控制着众多的细胞事件进程，包括糖类蛋白
质脂质等物质的代谢、遗传信息的转录翻译、细胞的周期分裂、细胞骨架的组装、
细胞的运动、细胞的生长分化和死亡等，因此在细胞中受到严密调控。通常蛋白
激酶通过被磷酸化或自磷酸化作为开关来调节功能的开启或停止，另外，与激活
蛋白、抑制蛋白或一些小分子的结合也是调节蛋白激酶活性的重要方式。 
蛋白激酶具有保守的催化结构，在催化结构域 N 端有一段甘氨酸富集的氨
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